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A 摘要 ”本文 介绍 用 EBV H(tB@vHAReGZR, NSBR. BARR, BHR. KHR., 
白 恰 叶 狼 、 懒 疙 等 珍稀 灵 长 类 的 淋巴 细胞 系 ， 并 对 携带 病毒 基因 的 Boss 细胞 的 染色 栖 作 了 详细 
分 折 。 





关键 词 ， 珍 稀 灵 长 类 ， 淋 巴 细胞 系 ，EBV，Bss s， 染 色 体 组 型 RIR `, 


珍稀 、 窒 危 动物 细胞 系 ( 株 ) 的 建立 ， 无 论 是 对 保护 生物 学 ， 特 别 是 保护 遗传 学 {conser- 
vation genetics)， 还 是 对 医学 、 生 物 学 研究 均 有 重要 的 价值 。 常 规 的 方法 是 从 肺 、 皮 肤 等 
活 组 织 取 材 ， 但 对 珍稀 动物 ， 这 种 取材 方式 难于 实现 。 根 据 我 们 的 体会 ， 一 些 珍 稀 非 人 灵 
长 类 的 细胞 培养 不 易 成 功 。 而 多 次 取材 以 探讨 细胞 培养 的 条 件 ， 受 到 的 限制 就 更 多 。 近 年 
来 发 展 的 EB 病毒 转化 人 类 淋巴 细胞 以 建立 淋巴 细胞 系 的 技术 ， 只 需 少 量 的 外 局 血 ， 建 立 
的 细胞 系 易 于 在 体外 生长 繁殖 ， 为 化 学 、 分 子 生 物 学 、 免 疫 学 和 细胞 生物 学 研究 提供 大 量 
的 细胞 作为 实验 材料 ， 现 已 得 到 广泛 的 应 用 ( 黄 培 春 等 ，1993; Millet 等 ，1972)。 

本 文 报 道 携带 EB 病毒 的 Bos- 细胞 的 细胞 遗传 学 特征 以 及 在 实验 条 件 下 几 种 珍稀 灵 
长 业 动 物 转 化 细胞 系 的 生物 学 特征 。 


1 材料 和 方法 


1.1 Bos, 细胞 引 自 英国 爱丁堡 综合 医院 MRC 人 类 遗传 部 ， 细 胞 的 培养 和 保存 均 按 照 该 
部 A. C. Chandley 博士 实验 室 的 方法 饥饿 培养 两 周 ，3000 f/min 离心 15min RE 
EBV 的 上 清 液 经 0.2 um BRM. RME 1 mi, RRA PS. 

1.2 Aa Ar SER Macaca mulatta). WRK Nycticebus coucang bengalensis) FAK 
(Presbytis francoisi pousargues), $R H 猴 (Presbytis phagrei crepusculus), GW H $ 
(Presbytis nemaeus), 1A: 2 $R( Rhino pitheus biet) $0 A JB KE R(Chylopates hoolock) tA 
静脉 血 3 一 5 ml AP RHE. MA SAB iy RPMI 1640 SSR MI, ARG ATE 
装 有 5 ml HE MD BML 2500r/ min 离心 15min， 取 出 界面 之 间 的 淋巴 细胞 层 ， 以 
无 血清 的 1640 液 洗涤 两 次 ，1200 r/min 离心 10 min， 弃 去 培养 液 加 入 2 ml 完全 培养 基 
和 1 ml EBV EREJE, Aia PAE 30—60 min, FA 10 ml 培养 液 充分 混 义 后 滴 在 
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96 和 孔 培养 板 内 、 每 孔 滴 加 3 一 4 A, CARA eter. Ea AR M 37 亿 静止 
培养 。 两 周 后 如 转化 成 功 ， 细 胞 开始 生长 成 细胞 团 ， 此 时 可 用 吸管 将 细胞 称 入 小 瓶 加 培养 
PRILH AE K RIA. 

培养 被 成 分 为 RPMI 1640 #% 80 ml、 新 生 牛 血清 10 ml、1.1% 丙 页 酸 钠 1 ml. RS 
素 0.5 ml, HAER 200 mM. MOPS 0.125 M, 

细胞 冻 存 流 为 二 甲 亚 硕 8 ml， 小 牛 血清 92 mil。 
2 结果 和 讨论 

病毒 感染 (Yamaguchi 等 ，1979)、 化 学 诱 变 ( 刘 爱 华 等 ，1992] 或 辐射 处 理 均 能 改变 体 
外 传代 细胞 的 生长 特性 和 形态 ， 从 而 导致 细胞 发 生 转 化 。 我 们 已 成 功 地 用 EBV Hit Ti 
TAi. JEL, KHR THR, ARH, AKERE, RTTE 
外 连续 传代 的 细胞 系 ， 并 产生 新 的 生物 学 特性 。 
2.1 在 加 入 EBV 两 周 后 即 可 在 倒置 相差 显微镜 下 观察 到 麻 巴 细胞 明显 增 大 ， 延 亮 ， 圆 形 
或 近 圆 形 ， 并 形成 大 小 不 等 的 多 个 细胞 团 ， 这 种 典型 的 转化 集 莫 的 形成 (图 1: BRES 
转化 的 成 功 。 





图 | EBV 转化 前 后 的 细胞 形态 
Fig. 1 New cell form of tramsformed with EBV 
A. 正常 的 淋巴 细胞 {normal lymphocytes) B. EBY $ ithim A Cymphocyte of transformed with EBY) 


2.2 ” 粘 附 性 ， 密 度 依赖 性 和 生长 抑制 消失 ， 多 层 重 人 有。 
2.3 ”血清 依赖 性 降低 。 
24 产生 无 限 生 存 期 。 在 体外 无 增长 能 力 的 淋巴 细胞 被 EB 病毒 感染 后 变 成 了 在 体外 无 
限 繁殖 的 类 淋巴 母 细胞 的 转化 增长 。 

培养 细胞 的 架 色 体 分 析 代 表 了 该 细胞 株 ( 系 ) 的 遗传 特性 ， 是 鉴定 细胞 株 ( 系 ) 的 重要 标 
志 ， 据 Hsu T. C. (1970) 的 研究 表明 ， 在 未 受 EBV Y i I E A R R (Saguinus 
oedipus) 4s E fE 2n=46, A 30 条 中 和 近 中 着 丝 粒 及 14 条 近 端 着 丝 粒 染色 体 。 分 为 3 个 
H: A 组 的 4 对 染色 体 前 两 对 为 近 中 着 丝 粒 大 架 色 体 ， 后 两 对 为 中 着 丝 粒 小 架 色 体 ， 性 
染色 体 非 常 容易 区 别 ，X PARAL REPRE, Y BERD 1 条 近 端 着 
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丝 粒 的 最 小 的 染色 体 。B 组 按 染 色 体 大 小 排列 有 11 对 染色 体 均 为 亚 中 着 丝 粒 染色 体 ，C 
组 有 7 对 近 端 着 丝 粒 染色 体 。 
经 过 EBV 转化 并 带 有 病毒 基因 的 Boss 细胞 的 染色 体 众 数 2n0=47( 表 1), A, CHR 
色 体 与 正常 狂 钦 相同 ，B 组 中 除 按 大 小 依次 排列 的 10 对 亚 中 着 丝 粒 染 色 体 外 出 现 了 两 条 
大 的 和 1 条 小 的 无 法 配对 的 中 和 近 端 着 丝 粒 染色 体 。 而 在 2n= 46 的 核 型 中 ， 只 因 丢 失 了 
1 条 小 的 无 法 配对 的 近 端 着 丝 粒 染色 体 (图 )。Ag-NORs 的 分 布 见 图 1，1 条 X 染色 体 的 
近 着 丝 粒 处 和 C 组 中 两 对 带 有 次 区 痕 的 端 着 丝 粒 染色 体 。 
#1 By, 细胞 染色 体 分 布 
Tab. 1 Distribution of chromosomal numbers in Bys strain 
细胞 2n=42 2n=45 2n=46 2n=47 m=48 
Cr cl o 3 0 83 3 | 
1990 年 引进 3 14 83 0 


然而 在 我 们 所 作 的 用 EBV 转化 的 演 金 丝 钦 、 ie 3 HAKER, AR. Rr 
E APT RSRMRE MIA hee 2n BH. G-#H. Ag-NORSA SER HMA, 2H 
EBV 转化 的 细胞 系 比 SV-a 转化 的 细胞 系 具有 染色 体 稳 定性 高 的 特点 。 


图 版 说 明 


A. Bos 细胞 的 区 色 体 组 型 (the karyotype of By, cell strain) 
B. Bos, 细胞 的 T~G H Se A BM G— bands) 

C. Boss 细胞 的 CHF & 4 B(C~bands) 

D. Bos, 细胞 的 Ag- See 4 Bl Ag—bands) 
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THE ESTABLISHMENT AND PRESERVATION OF LYMPHO- 
CYTE STRAIN OF SOME RARE PRIMATES 


Liu Aihua Lin Shiying Shi Liming 
(Laboratory of Celular and Molecular Evolution, 


Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223) 
Abstract 


This is a report of the comparative study of the chromosomes in B5- cell transformed 
by EBV with that of the normal Sagninus oedipus studied by Hsu T. C. For the normal, 
the diploid chromosomes number is 2n= 46 and karyotype consists of three groups: A, 2 
pairs submetacentric and 2 pairs of micrometacentrics B, 11 pairs of submetacentrics; C, 7 
pairs of telocentric. One large metacentric X-chromosome and a microtelocentric 
Y-chromosome can be differentiated easily. 

For the B,- cell which has been transformed through carrying EBV 2n= 47, the A 
and C group of the karyotype appeared as the same as the normal Sagninus oeaipus. But for 
the B group, there are 3 chromosomes without pairing (one large metacentric:) one large 
submetacentric and one microtelocentric) with the exception of No.10 submetacentric. How- 
ever, the lymphocyte of Rhinopitheus bieti, Rhimopitheus rotellanae, Hylobates hoolock, 
Presbytis francoisi, Presbytis phayrei crepusculus as well as Presbytis nemaeus transformed by 
EBV the diploid chromosome number, G-, C-banding and Ag—-NORs are all consistent 
with that of their oormal ones. 

Key words Rare primates, Lymphocyte strain, EBV, Bos ss Karyotype 
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(图 版 说 明 在 正文 内 ) 
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B95-8 细胞 的 染色 体 带 型 


